ORGANISATION MOND1ALEDB LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau intemational 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBUEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MAHERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/17, 15/85, 5/10, 1/21, C07K 
14/62, 16/26, A61K 38/28, 39/395, G01N 
33/563, 33/74 



Al 



(11) Numero de publication Internationale;. WO 95/34653 
(43) Date de publication Internationale: 21 dlcembre 1995 (21.12.95) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR95/00766 

(22) Date de depot international: 12 juin 1995 (12.06.95) 



(30) Donnees relatives a la priori^: 

94/07191 13 juin 1994 (13.06.94) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignis sauf US): INSTI- 
TUT GUSTAVE-ROUSSY [FR/FR]; 34, rue CamLUe- 
Desmoulins, F-94800 Viliejuif (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): KOMAN, Ahmet 
[TR/FR]; 5, Grand-Rue, F-78240 Chambourcy (FR). 
CHASSIN, Dorine [FR/FR]; 126, boulevard de la 
liberation, F-94300 Vincennes (FR). BELLET, Dominique 
[ER/ER]; 18, rue Diderot, F-92170 Vanves (FR). 

(74) Mandataire: WARCOIN, Jacques; Cabinet Regimbeau, 26, 
avenue Klelwr, F-75116 Paris (FR). 



(81) Etats designed: CA, JP, US, brevet europfien (AT, BE, CH, 
DE. DK, ES, FR, GB, GR, EE, IT, LU, MC, NL, FT, SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 
Avant V expiration du dilai privu pour la modification des 
revendications, sera republic si de telles modifications sont 
recues. 



(54) Title: EPIL/PLACENTINE 
(54) Titre: EPIL/PLACENTINE 
(57) Abstract 

The invention relates to a new protein called EPIUplacentine, and analogs thereof having an BiV^onte like activity obtained by 
deleta^^ tovkta also relates to a DNA molecule coding for a polypeptide of the EPIUplacentine type. Finally, 

the invention relates to a pharmaceutical composition containing said protein or an analog. 

(57) Abrege* 

^'invention a nour obiet une nbuvelle proteme denommee EPIUplacentine, ses analogues pr&entant une activite* de type 
OTI^^^ subsuStion. ^invention concerne egalement une molecule d ADN codant pour un polypepude 

de type EPIUpUicentine. EUe concerne enfin une composition phannaceutique contenant ladite proteme ou un analogue. 



A2 - 09/518,842 



VNIQUEMENT A TTTRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


GB 


Royaume-Uni 


MR 


Mauritanie 


AU 


Australle 


GE 


Georgic 


MW 


Malawi 


BB 


Bsrbade 


GNT 


Gtttnfie 


NE 


Niger 


BE 


Belgique 


GR 


Gitce 


NL 


Pays-Bas 


BF 


Burkina Faso 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvege 


BG 


Bulgarfe 


IE 


Irtande 


N2 


Nouvelle-Zfiande 


BJ 


Benin 


IT 


Italic 


PL 


Pologne 


BR 


Brfsil 


JP 


Japoa 


PT 


Fortagal 


BY 


Belarus 


K£ 


Kenya 


RO 




CA 




KG 


Kirghizlaian 


RU 


Federation de Russie 


CF 


Republique ccnlrafricaine 


KP 


Republique populatre dfanocratiqne 


SD 


Soudan 


CG 


Congo 




deCoree 


6E 


Suede 


CH 


Suisse 


KR 


Republique de Corfe 


SI 


Slovdnie 


CI 


Cote d 'I voire 


KZ 


Kazakhstan 


SK 


Slovaqute 
Senegal 


CM 


Cnmexoun 


U 


Liechtenstein 


SN 


CN 


Chine 


LK 


Sri Unto 


TD 


Tchad 


CS 


Tchecoxlovaquie 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


CZ 


Republique tcheque 


LV 


Lettanie 


TJ 


Tadjikistan 


DE 


Allemagne 


MC 


Monaco 


TT 


Trinlte-et-Tobago 


DK 


Daneumrfc 


MD 


Republique de Moldova 


UA 


Ukxatne 


ES 


Espagnc 


MG 


Madagascar 


US 


Etatt-Unis d'Ameoque 
OuzWkistan 


FT 


Finlande 


ML 


Mali 


uz 


FR 


France 


MN 


Mongolie 


VN 


Viet Nam 


GA 


Oabon 











,W0 95/34653 



1 



PCT/FR95/00766 



EPIL/PLACENTINE 



5 La pr6sente invention concerne une nouvelle proline 

denomm^e placentine ou EPIL, ses analogues, leurs procedes de preparation 

ainsi que leurs applications. 

Uinsuline, l'IGF-1, liGF-2 et la relaxine appartiennent a une 

famille d'hormones peptidiques ayant certaines structures et fonctions en 
10 commun, notamment leur influence sur la proliferation, le developpement, 

la differenciation et le m^tabolisme cellulaire. 

L'insuliire est bien connue comme etant une hormone 

endocrine pancreatique regulant le m&abolisme energetique. Les facteurs 

dc croissance de type insuline-IGF-1 sont des peptides promoteurs de 
15 croissance impliques dans la regulation endocrine, paracrine et autocrine 

de la croissance cellulaire et qui sont exprimes dans de nombreux tissus. 

L'IGF-2 a des propri£tes similaires mais est exprimee en quantite plus 

importante en periode pr^natale et est consider^ comme 6tant un facteur 

de croissance foetale. 
20 La relaxine induit un remodelage des tissus conjonctifs dans le 

tractus reproductif et inhibe les contractions uterines. Son role fonctionnel 

dans le cerveau ou une expression tres importante a ete obtenue reste a 

elucider. 

On a adjoint, r6cemment, k cette famille les Ley I-L qui sont 
25 actuellement clones sous forme d'ADNc et dont l'activite biologique est 
encore a ddfinir. Cette famille peptidique presente en commun des 
caracteres structuraux definis par la position de differentes cysteines 
essentielles pour la formation d'une structure tertiaire. 

L'insuline qui est le prototype de cette famille comprend deux 
30 chaines peptidiques A et B relives par des ponts disulfure. Hie est codee par 
un ARNm qui est traduit en pre-pro insuline. Le peptide signal, de meme 
que le peptide de jonction C, sont excises par modification post- 
traductionnelle ; ceci est egalement valable pour la relaxine alors que les 
IGFs sont matures difteremment sans elimination du peptide C et demeurent 
35 sous forme de chaine unique. On a pu d^montrer que tous les membres de 
cette famille se fixaient a des recepteurs de surface cellulaires. Ces 
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recepteurs ont €xc identifies par clonage rnoleculaire et caractdris£s en 
detail pour rinsuline et l'IGF. lis appartiennent k la super-famille des 
recepteurs tyrosine-kinases (RTK's) qui comprend des recepteurs de 
facteurs de croissance et leurs analogues oncogenes tels que c-erbB2/neu 
5 {recepteur EGF), c-met (r£cepteur du facteur de croissance des hepatocytes), 
fms (recepteur de CSF-1) et trk (recepteur de NGF). 

La voie de transduction du signal intracellulaire pour ces 
recepteurs est caracterisee par une activite tyrosine-kinase qui produit une 
autophosphorylation des residus tyrosine sur le recepteur suivie par une 
10 chaine d'ev&nements correspondant k des phosphorylations. Ceci inclut 
notamment 1'activation de TIRS-1 (en particulier pour Pinsuline et 1'IGF), 
PI3K, She, GBR2, Sos, Ras, Raf et la proline activant la mitogenese (MAP) 
kinase notamment lorsque la cascade de phosphorylation affecte diffexents 
processus cellulaires tels que ia transcription. 

15 Les effets physiologiques pleiotropiques de cette cascade de 

signaux en general font I'objet de recherches intensives. 

La pr&ente invention concerne plus particulierement une 
nouvelle molecule de cette famille de l'insuline qui est denommee ci-apres 
placentine ou EPIL (Early Placenta Insulin like peptide) et dont la sequence 

20 d'acides amines et celle de 1'ADN qui code pour cette proteine correspond a 
la sequence ID 1. 

La placentine ou EPIL a ete isolee a partir d'une banque 
d'ADNc de cellules cytotrophoblastiques preparees k partir de placenta 
pr£leve lors du premier trimestre de la grossesse. L'analyse par Northern 

25 blot (effectuee sur un tres grand echantillonnage de tissus normaux) a 
revele des niveau* d'ARN detectables seulement dans le tissu placentaire. 

La sequence d'acides amines qui a et6 obtenue montre, pour la 
proteine selon 1'invention, un arrangement de residus cysteine 
caract£ristique de la famille de rinsuline. 

30 Le traitement de cellules cibles avec des milieux conditionnes a 

partir de cellules cultiv£es exprimant la proteine recombinante parait 
induire un schema de phosphorylation de la tyrosine similaire a celui 
observe apres traitement avec rinsuline. 

Enfin, des experiences preliminaires suggerent que 

35 TEPIL/placentine induit la synthese d'ADN. 
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C'est pourquoi la pr^sente invention concerne plus 
particulierement une proteine denommee EPIL/placentine, protdine de 
formule correspondant k la sequence ID 1, representee egalement figure 1, 
et ses analogues, presentant une activite de type EPIL/placentine et obtenue 
5 par deletion et/ou substitution. 

Sur la sequence ID 1, la structure de 1'EPIL/placentine 
correspond a la structure en acides amines suivant la methionine en 
position 36 jusqu'a I'acide anoint en position 174. 

Les references aux sequences d'ADN de 1'EPIL/placentine 
10 correspondent & cette sequence. 

Les sequences nucl&ques presentes avant le premier ATG 
presume (soulign£) et aprSs le codon stop sont en minuscule. 

Les analogues de rEPIL/placentine sont les proteines ou 
peptides qui presentent une forte homologie, en particulier plus de 60 % 
15 d'homologie, de preference 80 %, en acides amines avec le compose 
correspondant k la sequence ID 1 et qui ont pu etre obtenus par delation ou 
par substitution tout en conservant les caracteristiques essentielles de 
l'EPIL/placentine. Ces analogues seront parfois nommes "composes de type 
EPIL/placentine n . 

20 En particulier, la pr^sente invention concerne des fragments 

qui presentent certains des epitopes caracteristiques de l'activite de 
TEPlL/placentine, notamment les prolines de type EPIL/placentine qui 
presentent au moins les 20 premiers acides amines de rextremiti N- 
terminale de la sequence ID 1. 

25 La pr£sente invention concerne bien entendu 

rEPII/placentine ou ses analogues sous forme glycosylee ou non glycosylee 
et les proteines presentant ou non les ponts disulfures de la proteine 
d'origine. En effet, cette proline peut toe preparee par extraction a partir 
d'echantillons biologiques mais sera de preference obtenue par des 

30 techniques mettant en oeuvre le genie g£netique et dont les structures 
secondaires pourront varief en fonction de Torganisme hote. 

Uinvention concerne Egalement une molecule choisie parmi : 

(a) la sequence d'ADN de la sequence ID 1, 

(b) les sequences d'ADN susceptibles de s'hybrider k la sequence 
35 pr6cedente et qui codent pour un polypeptide de type 

EPIL/placentine, et 
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(c) les sequences d'ADN qui compte tenu du code genetique 
correspondent aux sequences (a) ou (b) et qui codent pour un 
polypeptide de type EPIL/placentine. 

En particulier, 1'invention concerne la sequence d'ADN 
5 correspondant a la sequence ID 1. 

Bien entendu, les sequences d'ADN mentionnSes 
prec^demment peuvent etre des sequences genomiques ou de type 
genomique, c'est-a-dire que certains des Elements peuvent etre separ^s par 
des introns qui seront excises pour conduire a l'expression de 
10 1'EPIL/placentine mature. 

Les sequences d'ADN precedentes pourront £tre incorporees 
dans des vecteurs de clonage ou d'expression de 1'EPIL/placentine ou de ses 
analogues, de preference sous le contr6ie d'elements assurant leur 
expression dans une cellule hote definie. 
15 Les systemes d'expression dans les cellules procaryotes ou 

eucaryotes sont bien connus de l'homme de metier, il pourra s'agir 
notamment de systemes de type plasmidique ou de type viral comportant des 
promoteurs assurant regression dans la cellule hote et munis egalement 
des elements terminateurs necessaires. 
20 Mais il pourra egalement s'agir de vecteurs d'integration qui 

pourront comporter leur propre systteie d'expression ou bien etre congus 
pour s'integrer dans les chromosomes a des endroits ou ils se trouveront 
sous la promotion d'un promoteur chromosomique, notamment dans le cas 
des cellules procaryotes, en utilisant la technique des recombinaisons 
25 homologues. 

La pr^sente invention concerne egalement des cellules hdtes 
caract6ris£es en ce qu'elles component un vecteur autor6plicatif exprimant 
rEPIiyplacentine ou un analogue de 1'EPIL/placentine selon rinvention ou 
une sequence d'ADN selon rinvention incorpore dans un chromosome et 

30 exprimant rEPIl/placentine ou un analogue de rEPIiyplacentine. 

Comme cela a £t4 indique precedemment, il pourra s'agir de 
cellules eucaryotes, en particulier de cellules de mammiferes type cellule 
CHO, ou de cellules en culture d'autres types plus appropriees a la 
preparation de rEPIL/placentine sous sa forme mature ; mats il est 

35 egalement possible d'envisager l'utilisation de cellules bacteriennes par 
exemple : dans ce cas il pourra etre utile de faire subir des remaniements 
complementaires a la proteine ainsi obtenue. 
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II s'agit \k encore de techniques qui sont connues de l'homme 
de metier et qui ne seront pas decrites plus complement, sauf dans le cadre 
de certains des exemples ci-apres. 

Les cellules ainsi transformees par un vecteur autoreplicatif 
5 exprimant la proteine ou ayant integre la sequence exprimant la proteine 
dans ses chromosomes pourront etre utilisees par culture dans un procede 
permettant de preparer PEPIL/placentine ou ses analogues. 

II s'agira notamment d'un procede de preparation de 
PEPIL/placentine ou ses analogues caracterise par la mise en culture de 
10 cellules dont on extraira directement ou & partir du milieu de culture 
PEPIL/placentine ou ses analogues. 

L'EPIL/placentine pourra notamment etre extraite par 
immuno-purification. 

La presente invention concerne egalement les produits de 
15 recombinaison obtenus par le procede mis en oeuvre precedemment. 

Dans certains cas, la proteine pourra etre pr£paree sous forme 
fusionnde, en particulier lorsqu'il s'agira d'un analogue de 
PEPIL/placentine de type peptidique, ou bien lorsque la fusion avec cette 
proteine permettra d'atteindre plus facilement le site d'action de 
20 PEPIL/placentine ou de ses analogues, ou lorsque, dans certains cas p cette 
proteine permettra de leurrer certains systemes naturels en assurant une 
plus longue dur6e de vie de la proteine en cause. 

La presente invention concerne enfin des compositions 
pharmaceutiques utilisant PEPIiyplacentine ou ses analogues a titre de 
25 principe actif. 

Comme cela a ete indique, PEPIl/placentine peut presenter un 
grand nombre d'activites, en particulier elle peut presenter comme d'autres 
facteurs humains de croissance de type 1 une activity au niveau cardiaque, 
notamment dans le traitement et la prevention de certains troubles 
30 cardiaques tels que les insuffisances cardiaques aigues. 

Cette proteine ou certains de ses analogues peuvent presenter 
une activite de type facteur de croissance et promoteur de la lactation. 
Egalement, les produits peuvent etre utilises dans le processus de 
regeneration de tissus nerveux, musculaire, cutane ou osseux, notamment 
35 en cas de pathologies degeneratives ou endocriniennes, de lesions 
traumatiques ou d'affections virales. 
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Enfin, rEPHVplacentine ou ses analogues peuvent presenter 
une action au niveau du controle de Pensemble des phenomenes de la 
conception chez Phomme ou chez les animaux. 

La pr6sente invention concerne egalement des anticorps et 
5 plus sp£cialement des anticorps monoclonaux specifiques de cette proteine 
ou de ses analogues ainsi qu'une m^thode de diagnostic in vitro permettant, 
k I'aide de l'EPIiyplacentine ou de ses analogues et/ou des anticorps 
correspondants, de detecter des taux anormaux d'EPIL/placentine dans les 
echantillons physiologiques ou non. 
10 Des fragments d'ADN correspondant aux sequences 

mentionnees precedemment pourront etre integrSs dans une strategie 
therapeutique "sens" ou "anti-sens" ; quant a l'EPIiyplacentine ou ses 
analogues, ils pourront egalement etre integres dans une strategic de 
ciblage de certaines molecules pharmaceutiquement actives vers les 
15 recepteurs de l'EPIL/placentine ou ses analogues. 

La structure detaillee de l'EPIL/placentine correspond & la 
figure 2, c'est-^-dire un peptide signal position -17 a -1, une chaine B 1 & 41, 
un peptide de connexion C de 42 k 92 puis une chaine A de 93 k 122. 

Cette structure apparente l'EPIL/placentine a la pro-insuline 
20 ou a la prorelaxine. 

En particulier, la position des ponts disulfures doit conduire a 
une structure tridimensionnelle du type de Tinsuline. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lecture des exemples ci-apres qui sera effectuee en se 
25 referant aux sequences ID 1 et figure 2 correspondant a la sequence de 
l'EPIL/placentine et du gene humain codant pour cette proteine. 
EXEMPLES 

La mise en evidence de l'EPIL/placentine est le fruit d'une 
recherche specifique tendant a mettre en evidence les molecules 
30 impliquees dans la croissance cellulaire et/ou dans les processus 
neoplasiques. 

Bien que le placenta soit un tissu normal, les cellules 
constituantes pr^sentent de nombreuses proprietes communes avec les 
cellules neoplasiques, notamment les cytotrophoblastes invasifs et 
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hautement mitotiques qui peuvent penetrer le xissu maternel. Ces 
trophoblastes sont une source de facteurs de croissance, d'hormones et de 
r^cepteurs de facteurs de croissance notamment. 

Les etudes actuelles montrent que les genes 
5 pr6f£rentiellement exprim£s dans les cellules trophoblastiques peuvent 
aussi etre exprimds preferentiellement dans les cellules neoplasiques. 

Mais tenant compte du fait que le placenta, et notamment les 
trophoblastes, demeurent sous un controle complet durant la grossesse 
normale, les molecules trophoblastiques correspondant k ce contr61e sont 
10 des candidats xrks interessants a titre d'agent anticanc£reux ou susceptibles 
de controler le processus de canc£risation. 

C'est pourquoi la mSthode d'isolement qui a €i€ utilis£e est une 
m^thode de soustraction de ADNc mettant en oeuvre la technologie PCR sur 
des trophoblastes jeunes. Ceci a pennis de mettre en evidence des g£nes qui 
15 sont surexprim£s dans ces cellules et qui pourraient avoir un role dans la 
croissance cellulaire et dans la regulation de cette croissance. 
MATERIEL ET METHODES 
Tissus 

Des placentas de 5 a 12 semaines et des placentas a teime, de 
20 meme que des echantillons chirurgicaux de tissus normaux et tumoraux, ont 
. ete refrigeres immediatement (dans les 10 minutes suivant l'intervention 
chirurgicale) et conserves dans I'azote liquide jusqu'a. la preparation des 
ARN. Ces collections de tissus ont ete obtenues et utilisees en accord avec les 
protocoles approuv£s par les Comites des differents hopitaux. 
25 Cellules 

Les lignees de cellules humaines utilises pendant cette etude 
et leurs origines histologiques sont les suivantes : choriocarcinome 
gestationnel (JAr et JEG-3) ; carcinome h£patocellulaire (PLC/PRF/5 et Hep 
G2) ; adenocarcinome du colon (LSI 80) ; carcinome de Tovaire (OVl/p, 

30 OV1 VCR), la lignee de cellules OV1/VCR est derivee de OVl/p et est resistante 
a la vincristine ; carcinome epidermoide (A431) ; carcinome du poumon 
(A427) ; carcinome epithelolde du cervix (HeLa) ; carcinome mammaire 
(McF7, MDA-MB-361, SK-BR-3, BT-20 et BT-474) ; cellules mammaires 
transformees par SV-40 (HBL-100) ; lignee cellulaire de neuroblastome 

35 (SHSY-5Y) ; lignee cellulaire de fibroblaste normal (CCL-137). 
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Toutes ces lign^es cellulaires etant disponibles a l'ATCC a 
Texception de 1'IGR/OVl (OVl/p) et d'OVl/VCR. 

Ces lignees cellulaires sont mises en croissance dans un milieu 
DMEM ou RPMI-1460 (Gibco-BRL Laboratoires, Gaithersburg, MA) 
5 supplement^ avec 10 % de serum de veau foetal inactive par la chaleur, 
10 jxM d'acides amines non essentiels, 4 mM de glutamine, 100 U/ml de 
penicilline et 100 jig/ml de streptomycine k 37°C avec 5 % de COZ. 
Isolement des cvtotrophoblastes 

Les cytotrophoblastes sont purifies comme cela est decrit par 

10 Kliman et al. Endocrinology, 118: 1567-1582, 1986. En bref, les tissus villeux 
du placenta du premier trimestre sont disperses avec de la trypsine et de la 
deoxyribonuclease I. Les cellules disperses sont alors purifiees sur un 
gradient Percoll 5-70 % (Pharmacia). La bande a 1 040-1 060 g/ml de densite 
est collectec. L*examen microscopique revele qu'elle comprend des cellules 

15 cytotrophoblastiques avec moins de 5 % de contamination par des cellules 
non trophoblastiques telles que les macrophages, les fibroblastes et les 
cellules endotheliales. 
Preparation de TARN 

L'ARN total est prepare a partir de cultures de cellules 

20 pr£confluentes ou de tissus reTrigeres en utilisant de Tisothiocyanate de 
guanidinine et par ultracentrifugation sur un gradient de chlorure de 
cesium en adaptant le protocole de Chirgwin et al. Les ARN des polysomes 
associes aux membranes du reticulum endoplasmique (MB-ARN) sont 
purifies comme cela a e*te decrit precedemment. Apres trypsination et 

25 purification sur gradient de Percoll, les cellules cytotrophoblastiques sont 
homog£neis£es, puis les MB-ARN sont isoles sur gradient de sucrose en 
incluant un complexe ribonucleotide vanadyl comme inhibiteur de 
ribonuclease. 

Svnthese des ADNc et amplification par PCR 

30 0,1 ng de MB-ARN est dissous dans 5 fil d'eau traitee DEPC et 

denature avec 0,1 M MeHgOH et £-mercaptoethanoI. Le premier brin d'ADNc 
est synthetise avec la transcriptase reverse du virus de la myoblastose 
aviaire (trousse Invitrogen, San Diego) en utilisant le primer-dT modifie 
indique ci-apres (Frohman et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 8998-9002, 

35 1988). Les heteroduplex ARN-ADNc de taille comprise entre 0,5 et 2 kb sont 
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electroelu^s apres migration dans un gel d'agarose & 2 %. Une queue d'oligo 
dG est ajoutle k I'extremit^ 3* du premier brin d'ADNc avec la transferase 
deoxynucleotide terminale et i'ARN est £limin6 par hydrolyse alcaline. Les 
ADNc sont amplifies avec des amorces non spScifiques incluant les sites de 
5 restriction pour les enzymes NotI et Sail. 

La sequence de Pamorce T utilised pour la transcription 
reverse et la PCR est la suivante : 

5 '-G ACTCGAGTCGACATCG A' ITITITI 11 1 1 1 1 1 1 1 1-3* 

L'amorce C est identique k celle decrite dans Loh et al., 
10 (Science, 243 : 217-220, 1989) : 

5'<X^TCGGCGOXm£ 

Le melange reactionnel comporte 1,25 mM de chacun des 4 
desoxyribonucleotides triphosphates, 0,5 \iM de chaque amorce et 2,5 unites 
de Taq polymerase dans 50 mM KC1 - 10 mM Tris-HCl (pH 8,3) - 3,5 mM MgCl 2 - 

15 0,01 % gelatine. L'amplification est effectu^e dans un thermocycleur pour 
25 cycles de 20 secondes k 94°C, 30 secondes a 55°C et 1 minute k 72°C Les 
produits sont charges sur un gel d'agarose a 1 % a fusion basse. Puis la 
region 0,5-2 kb est excisee et reamplifiee dans les memes conditions. Les 
produits sont precipites, digeres totalement avec NotI et Sail, les tailles sont 

20 selectionndes comme prec£demment et electroeluees a partir d'agarose, 
precipices et quantifies. 

L'ADNc total de placenta k terme et de lymphocytes T actives 
par de la phytohemaglutinine et cultives pendant plusieurs jours en 
presence d'IL2 a ete prepare en utilisant un systeme de synthese d'ADNc 

25 double brin. 

Construction de la banaue soustraite d'ADNc 

L'hybridation soustractive est effectuee comme cela est d^crit 
par Kiickstein (Klickstein et al. Current protocols in molecular biology, 
pp 5.8.9.-5.8.15 Wiley Interscience, 1989). 0,2 ng d'ADNc de cellules 

30 cytotrophoblastiques amplifies par PCR sont mis k digerer avec NotI et Sail, 
melanges avec « |ig d'ADNc de lymphocytes T actives et 8 jig d'ADNc de 
placenta k terme digeres avec Alul et Rsal, dissous dans 40 ^1 de tampon 
d'hybridation (50 % de formamide deionise ; 10 mM de tampon phosphate 
sodium, pH 7 ; 5 X SSC ; 0,1 % SDS ; 10 mM EDTA), denatures 5 minutes a 98*C et 

35 incubus 24 heures k 37°C. 
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Les sequences communes entre cible et comp6titeur sont 
reprises pour former des duplex entre les fragments courts (Alu/Rsa, 
competiteur) et longs (Not/Sal de la cible), en inhibant la formation 
d'extr^mites coh£sives. Les brins d'ADNc complementaires exprimes 

5 specifiquement dans les cytotrophoblastes jeunes permettent la 
rdg6n£ration des extremites cohesives NotI et Sail pour un clonage 
unidirectionnel dans les sites pBSKH + phagemid de vecteur (Stratagene). 
Criblage de la bancme 

La banque d'ADNc soustraite est £talee sur milieu de culture 

10 gelos6 et les colonies recombinantes sont pr£levees et mises en culture dans 
le milieu LB puis amplifiees par PCR. Les ADN plasmidiques pr£par<§s par la 
methode des minipreparations bouillies (Del Sal G. et aL Nucleic Acids Res., 
16: 9878, 1988) et dig&res avec NotI et Sail ou les produits des inserts 
amplifies par PCR a Paide des amorces originales sont analyses par 

15 Southern blot sur des gels a 1,2 % d'agarose. La taille moyenne des inserts 
est entre 500 et 1 000 nucleotides. Les gels sont transferes en double sur 
membranes de nylon (Hybond N, Amersham) dans un tampon alcalin. Les 
sondes utilisees pour Phybridation sont des ADNc totaux synthetises k partir 
des placentas jeunes, des placentas a terme et des lymphocytes T actives 

20 marques au 32p (Amersham) par multi-amorgage aleatoire. L'hybridation se 
deroule pendant 18 heures a 42°C suivie par un lavage stringent dans 0,1 X 
SSC & 50°C et la mise en autoradiographic. 
Analyse sur Northern blot 

5 ug d'ARN total provenant de differents tissus et de lignees 

25 cellulaires sont analyses sur un gel & 1 % d'agarose contenant 2 f 2 M de 
formaldehyde. Quand P£lectrophorese est terminee, le gel est rince avec de 
Peau bi-distiliee et traite avec 10 x SSC pendant 30 minutes. L'ARN est alors 
transfere sur membrane de nitrocellulose renforcee (Schleicher et Schuell, 
Dassei) dans le tampon de transfer! 20 X SSC pendant 18 heures. Les ARN 

30 transferes sont fix£s sur les membranes par irradiation aux UV avant 
hybridation. Les sondes utilisees pour hybrider les membranes sont des 
inserts excises marques au 32p par multi-amorcage aleatoire, ou des sondes 
monobrins g£n£rees par PCR en utilisant une amorce antisens universelle. 
L'hybridation est effectuee une nuit a 42°C suivie par des conditions de 

35 lavage stringentes dans 0,1 X SSC £ 50°C et la mise en autoradiographic. 
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Sequence de 1'APN et analyse 

Les ADN plasmidiques sont prepares par la m£thode des 
minipreparations bouillies. Le sequencage de 1'ADN est realise avec le kit 
Sequenase, version 2.0 (U.S. Biochemical). Les amorces sont soit des amorces 
5 universelles Ml 3, T3,T7 ou des amorces sp£cifiques internes. Les produits de 
reaction sont analyses sur des gels contenant 6 % d'acrylamide et 50 % 
d'ur^e. Les sequences obtenues sont compares aux sequences des 
differentes banques de donnees. 
Analyse 

10 Les clones qui ne donnent pas de signal d'hybridation avec les 

sondes normalises sont analyses par sequencage partiel et comparaison 
dans ces banques de dennees. 

L'un des clones correspondant a I'EPIL/placentine correspond 
k la sequence en acides amines correspondant a la sequence ID 1. 

15 Les echantillons d'ARN totaux et polyA prepares k partir de 

lignees cellulaires transformers ou normales et des tissus correspondants 
sont analyses par Northern blot a i'aide de sondes ADNc d'EPII/placentine 
antisens monobrin marquees. Les signaux d'hybridation sont detectes 
seulement dans les placentas, en particulier en debut de grossesse, et sont 

20 pratiquement inexistants dans les autres tissus comme cela ressort du 
tableau ci-apres (tableau I) : 
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TABLEAU I 



5 PLACENTA JEUNE 

PLACENTA A TERME -h- 

FOIE NORMAL 

FOIE TUMORAL 

VESSIE NORMA LE 
10 VESSIE TUMORALE 

EPIPLOON NORMAL 

EPIPLOON TUMORAL 

OESOPHAGE NORMAL 

OESOPHAGE TUMORAL 
15 COLON NORMAL 

COLON TUMORAL 

ESTOMAC NORMAL 

COL DE L'UTERUS TUMORAL 

ENDOMETRE NORMAL 
20 OVAIRE NORMAL 

SEIN TUMORAL 

GANGLION TUMORAL 

RATE NORMALE 

RECTUM NORMAL 
25 RECTUM TUMORAL 

TROMPE DE FAI10PE NORMALE 

PEAU NORMALE 

MYOMETRE NORMAL 

GLANDE SURRENAUE NORMALE 
30 THYROIDE NORMALE 

THYROIDE TUMORALE 
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Des Etudes effectuees sur des produits d'origine murine et 
simienne montrent des analogies indiquant des similitudes fonctionnelles 
significatives entre les especes. 
F ^prPssimi d" VHPI) /placentine 
5 Pour l'expression eucaryotique de l'EPIL/placentine, l'ADNc a 

et* insure dans le vecteur d'expression pBK-CMV dans l'orientation sens et 
antisens. 

Deux types cellulaires ont ete utilises de facon a etudier les 
effets possibles des modifications post-traductionnelles inherentes aux 

10 types cellulaires. Des cellules de rein de singe COS-7 ont ete transfectees par 
DEAE pour l'expression transitoire tandis que des cellules trophoblastiques 
humaines transformees par SV40 (3AsubE) ont ete transfectees par CaP04 
pour l'expression transitoire et stable. 

Les cellules COS-7 et 3AsubE n'expriment pas de niveaux 

15 detectable* d'ARNm d'EPIL/placentine en analyse par Northern blot. Les 
cellules transfectees sent conditionnees avec un milieu de culture exempt de 
serum. 

Les milieux conditionnes obtenus a partir des cellules 
transfectees sens ou antisens sont analyses pour tester la presence de 

20 proteines recombinantes. 

L'activite biologique de la proteine recombinante est analysee 
sur differentes cellules cibles, considerant que les recepteurs specifiques 
peuvent exister ou que la proteine peut se fixer sur d'autres recepteurs pour 
des molecules de structure proche, comme cela a ete observe pour l'insuline 

25 et l'IGF. 

Les resultats preliminaires observes suggerent que 
l'EPIL/placentine induirait la tyrosine phosphorylation des proteines 
cellulaires et aurait une activite biologique sur la croissance des cellules 
trophoblastiques. 

30 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT GUSTAVE-ROUS5Y 

(B) RUE: 39 RUE CAMILLE DESMOULINS 

(C) VILLE: VILLEJUIF 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 94800 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: NOUVELLE PROTEINE DENOMMEE EPIL/PLACENTIN, 
PROCEDE DE PREPARATION DE CETTE PROTEINE ET COMPOSITION 
PH ARMACEUT I QUE LA CONTENANT , ADN CODANT POUR LADITE 
PROTEINE 



Ciii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

(iv) FORME DECH I FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC- DOS/MS- DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 618 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

[ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) C ARACT ERI S T I QUE : 

(A) NOM/ CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 107 . . 523 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

CAGTCTGGAG CCCAGAAGGG ACACACCAGC ACAGTCTGGT AGGCTACAGC AGCAAGTCTC 

TAAAGAAAGG CTGAGAACAC CCAGAACAGG AGAGTTCAGG TCCAGG ATG GCC AGC 

Met Ala Ser 
1 



CTG TTC CGG TCC TAT CTG CCA GCA ATC TGG CTG CTG CTG AGC CAA CTC 
Leu Phe Arg Ser Tyr Leu Pro Ala lie Trp Leu Leu Leu Ser Gin Leu 
5 10 15 

CTT AGA GAA AGC CTA GCA GCA GAG CTG AGG GGA TGT GGT CCC CGA TTT 
Leu Arg Glu Ser Leu Ala Ala Glu Leu Arg Gly Cys Gly Pro Arg Phe 
20 25 30 35 

GGA AAA CAC TTG CTG TCA TAT TGC CCC ATG CCT GAG AAG ACA TTC ACC 
Gly Lys His Leu Leu Ser Tyr Cys Pro Met Pro Glu Lys Thr Phe Thr 
* 40 45 50 



163 



211 



259 
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ACC ACC CCA GGA GGG TGG CTG CTG GAA TCT GGA CGT CCC AAA GAA ATG 307 
Thr Thr Pro Gly Gly Trp Leu Leu Glu Ser Gly Arg Pro Lys Glu Met 
55 60 65 

GTG TCA ACC TCC AAC AAC AAA GAT GGA CAA GCC TTA GGT ACG ACA TCA 355 
Val Ser Thr Ser Asn Asn Lys Asp Gly Gin Ala Leu Gly Thr Thr Ser 
70 75 80 

GAA TTC ATT CCT AAT TTG TCA CCA GAG CTG AAG AAA CCA CTG TCT GAA 4 03 

Glu Phe lie Pro Asn Leu Ser Pro Glu Leu Lys Lys Pro Leu Ser Glu 
85 90 95 

GGG CAG CCA TCA TTG AAG AAA ATA ATA CTT TCC CGC AAA AAG AG A AGT 4 51 

Gly Gin Pro Ser Leu Lys Lys lie lie Leu Ser Arg Lys Lys Arg Ser 
100 105 110 115 

GGA CGT CAC AG A TTT GAT CCA TTC TGT TGT GAA GTA ATT TGT GAC GAT 4 99 

Glv Arg His Arg Phe Asp Pro Phe Cys Cys Glu Val He Cys Asp Asp 
120 125 130 

GGA ACT TCA GTT AAA TTA TGT ACA TAGTAGAGTA ATCATGGACT GGACATCTCA 553 
Gly Thr Ser Val Lys Leu Cys Thr 
135 

TCCATTCTCA TATGTATTCT CAATGACAAA TTCACTGATG CCCAATTAAA TGATTGCTGT 613 



TTAAA 



618 
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pcvFMnrr^TlONS 

1) EPIl/placentine, proteine de formule corresponds a la 
sequence ID 1, et ses analogues presentant une activite de type 
EPIL/placentine, obtenus par deletion et/ou substitution. 

2) EPIl/placentine selon la revendication 1, correspondant a 

la structure proteique de la sequence ID 1. 

3) Proteine de type EPIl/placentine, caracterisee en ce qu elle 
presente au moins les 20 premiers acides amines de 1'extremite N-terminale 

de la sequence ID 1. 

4) Analogue de l'EPIl/placentine, caracterise en ce qu U 

presente au moins 60 % d'homologie avec la structure de la sequence ID 1. 

5) EPIL/placentine ou analogues d'EPIL/placentine, 
caracterises en ce que la proteine est glycosylee. 

6) Une molecule d'ADN choisie parmi : 

15 (a) la sequence d'ADN correspondant a la sequence ID 1 . 

(b) les sequences d'ADN susceptibles de s'hybrider a la sequence 
precedente et qui cedent pour un polypeptide de type 
EPIL/placentine, et 

(c) les sequences d'ADN qui compte tenu du code genetique 
correspondent aux sequences (a) et (b) et qui codent pour un 
polypeptide de type EPIl/placentine. 

7) Une molecule d'ADN correspondant a la sequence ID 1. 

8) Vecteur d'expression de l'EPIl/placentine ou de proteines 
de type EPIl/placentine, caracterise en ce qu'il comporte une sequence 
d'ADN sous le contrfile d'elements pouvant assurer son expression dans une 
cellule h6te. 

9) Cellule h6te, caracterisee en ce qu'elle comporte un vecteur 
autoreplicatif exprimant l'EPIl/placentine ou un analogue 
d'EPIL/placentine selon l'une des revendications 1 a 5, ou une sequence 
d'ADN selon l'une des revendications 6 et 7 incorporee dans son 
chromosome et exprimant 1'EPIL/placentine ou un analogue 

d'EPIL/placentine. 

10) Cellule selon la revendication 9, caracterisee en ce qu il 

s'agit d'une cellule eucaryote. 
35 n) cellule selon la revendication 9. caracterisee en ce qu .1 

s'agit d'une bacterie. 



20 



25 



30 
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12) Procede de preparation d'EPIL/placentine ou d'une 
proteine de type EPIL/placentine, caracteris£ par la mise en culture de 
cellules dont on extraira directement ou a partir du milieu de culture 
l'EPll/placentine ou ses analogues. 

13) EPIL/placentine ou analogue de EPIL/placentine obtenus 

par le procede selon la revendication 12. 

14) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
contient une EPIL/placentine ou un analogue d'EPIL/placentine. 

15) Anticorps monoclonaux diriges contre l'EPIL/placentine 
ou un analogue d'EPIL/placentine selon Tune des revendications 1 & 5. 

16) M&hode de diagnostic mettant en oeuvre rEPIL/placentine 
ou un analogue de l'EPll/placentine selon Tune des revendications H5ou 
un anticorps monoclonal selon la revendication 15. 
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tct ggt agg eta cag cag caa gtc tct 60 

Ser Gly Arg Leu Gin Gin Gin Val Ser 

ttc agg tec agg ATG GCC AGC CTG TTC 120 

Phe Arg Ser Arg Met Ala Ser Leu Phe 

AGC CAA CTC CTT ACA GAA AGC CTA GCA 1B0 

Ser Gin Leu Leu Arg Glu Ser Ceu Ala 

AAA CAC TTG CTG TCA TAT TGC CCC ATG 2 4 0 

Lys His Leu Leu Ser Tyr Cys Pro Met 

TGG CTG CTG GAA TCT GGA CGT CCC AAA 300 

Trp Leu Leu Glu Ser Gly Arg Pro Lys 

CAA GCC TTA "GGT ACG ACA TCA GAA TTC 360 

Gin Ala Leu Gly Thr Thr Ser Glu Phe 

CTG TCT GAA GGG CAG CCA TCA TTG AAG 420 

Leu Ser Glu Gly Gin Pro Ser Leu Lys 

CGT CAC ACA TTT GAT CCA TTC TGT TCT 4 80 

Arg His Arg Phe Asp Pro Phe Cys Cys 

TTA TGT ACA tag tag agt aat cat gga 54 0 

Leu Cya Thr Xaa Xaa Ser Asn His Gly 

aat gac aaa ttc act gat gee caa tta 600 

Asn Asp Lys Phe Thr Asp Ala Gin Leu 

615 
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